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研究成果の概要（和文）：膝滑膜由来の間葉系幹細胞を用いた関節軟骨、半月板の再生医療の有効性、安定性を
保証する為には、移植に用いる細胞の量（細胞数）と共に質（可塑性、多分化能）を制御する手技及び評価法の
確立が不可欠である。本研究では、その為の学術的基盤を構築することを目標とする。本研究では、主に結晶板
由来増殖因子(PDGF)による間葉系幹細胞の増殖分化の細胞内シグナル伝達に関する解析を行い、PDGFによりリン
酸化されるPI3Kの活性が、増殖と分化の両方に重要な機能を有していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Platelet-derived growth factors (PDGFs) have been reported to enhance 
proliferation of synovial mesenchymal stem cells (MSCs) without reducing their multipotency. This 
study was aimed to elucidate the intracellular molecular pathways activated by PDGFs. Synovial MSCs 
were isolated from patients who underwent total knee arthroplasty. Cell proliferation and 
differentiation assays were performed in the presence of inhibitors specific for intracellular 
kinases. Both PDGF-AA and -BB enhanced cell proliferation in medium containing reduced serum. These 
effects were significantly reduced by a PI3K inhibitor, LY290042. During in vitro chondrogenesis, 
LY290042 significantly reduced the size of spheroids enhanced by PDGF-AA. LY290042 also 
significantly inhibited in vitro chondrogenic and osteoblastic differentiation. Our data indicated 
that activation of the PI3K-PKB/Akt pathway by PDGFs plays an important role in both proliferation 
and differentiation of synovial MSCs. 

研究分野：間葉系幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 間葉系幹細胞は、造血幹細胞と同様に成体

が有する組織幹細胞で、in vitro において限

定された増殖能と骨、軟骨、脂肪細胞への分

化能を有するため、生体支持組織の再生医療

に有用な細胞集団である。私たちは、in vitro

で培養した膝滑膜由来の間葉系幹細胞の関

節内移植により、関節軟骨及び損傷半月板の

再生が促進されることを種々の動物モデル

を用いて検証してきた。現在はそれらの結果

に基づいて、臨床治験を開始している。ヒト

の治験において、より効率的かつ安定的な関

節軟骨、半月板の再生治療法を実現していく

為には、移植する幹細胞の量（数）と共に質

の制御が不可欠であると考えるが、未だその

指針は確立していない。そこで本研究では、

in vitro における安定的な、間葉系幹細胞増

殖の分子メカニズムと幹細胞機能（可塑性）

の維持の分子メカニズムを分子生物学的、細

胞生物学的に解析し、その結果をより安定的

な間葉系幹細胞移植治療に還元することを

最終的な目標とする。 

 私たちは、滑膜由来の間葉系細胞の増殖に

血小板由来増殖因子受容体(PDGFR)のシグナ

ルが関与していることを明らかとしている。

すなわち、in vitro において、自己血清で培

養を行ったヒト膝滑膜由来細胞は、PDGFR を

発現しており、培地中に PDGF の中和抗体を

添加することで、増殖が有意に抑制されるこ

とを報告している。しかしながら、PDGF の中

和抗体で抑制できたのは 20-40％程度であっ

たことから、PDGF 以外にも滑膜間葉系細胞の

増殖を制御する重要な因子の存在が示唆さ

れた。最近の当教室における検討では、滑膜

由来間葉系細胞における PDGFR の発現は、培

養の過程で増大するが、陽性率は必ずしも

100%とはならないことが明らかとなってい

る。また、培養滑膜間葉系細胞の表面抗原の

網羅的発現解析を行ったところ、PDGFR と同

等もしくはそれ以上の発現が観察されるサ

イトカイン/増殖因子受容体として、EGFR、

IGFR, TNFR ファミリー及び TGFb 結合タンパ

ク等、21 分子を同定した。これらの背景に基

づき、本研究では、滑膜間葉系細胞の増殖に

関わるシグナル経路をより詳細に検討する

ことを目的とする。その結果を基に、より効

率的な間葉系幹細胞培養の為の学術的基盤

を構築することを試みる。 

 マウスを用いた研究では、滑膜組織中には

ヌクレオチドアナログにより長期間標識さ

れる増殖活性の低い細胞が存在しているこ

と、この標識細胞の一部は、関節軟骨損傷誘

導後に増殖活性を発現し、損傷部位の修復に

関与することが示されていることから、滑膜

中には間葉系幹細胞のnicheが存在している

可能性が示唆されている。一方、私たちのこ

れまでの研究では、ヒト膝滑膜をコラゲナー

ゼ処理することにより得た有核細胞は、全体

の 10-30%が、コロニー形成能を有しているこ

と、自己血清又は牛胎児血清を用いて 14 日

間培養して増殖させたこれら細胞は、骨、軟

骨、脂肪細胞方向へ分化する能力を持ってい

ること、表面抗原 CD44、CD73、CD90、CD105

が陽性であることから、間葉系幹細胞の定義

を満たす細胞集団であることを報告してい

る。興味深いことに、これら細胞集団は、培

養に供する以前は上記の4種類の表面抗原の

いずれかを発現する細胞数に大きな個人差

が存在し4種類の表面抗原を同時に発現する

幹細胞の表現型を持つ細胞集団がほとんど

存在しないこと、培養開始後早期に 4種類の

表面抗原の発現細胞数、発現強度の増加が観

察されること、培養 14 日後には、ほぼ全て

の細胞が4種類の表面抗原を発現する均一な

細胞集団へと変化することを私たちは見い

だした。これらの背景並びに予備的検討結果

は、in vitro における培養は、膝滑膜の niche

中に存在する幹細胞画分の増殖を誘導する

だけでなく、滑膜細胞の可塑性（多分化能）

の再獲得を誘導している可能性も示唆して



いると考えている。 

 
２．研究の目的 

 膝滑膜由来の間葉系幹細胞を用いた関節

軟骨、半月板の再生医療の有効性、安定性を

保証する為には、移植に用いる細胞の量（細

胞数）と共に質（可塑性、多分化能）を制御

する手技及び評価法の確立が不可欠である。

本研究では、その為の学術的基盤を構築する

ことを目標とする。本研究の期間内では以下

の項目に関して検討することを試みる。 

(1) 滑膜由来間葉系幹細胞の増殖を制御す

るシグナル経路の解析 

(2) 滑膜由来間葉系幹細胞の可塑性（多分化

能）の維持（獲得）に関わるシグナル経路の

解析 

 上記 2項目の検討結果に基づいて、最終的

には、移植した細胞による組織再生能力の正

しい評価法の確立を試み、幹細胞移植による

再生医療の高効率化に貢献することを目標

とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 滑膜由来間葉系幹細胞の増殖を制御す

るシグナル経路の解析 

①間葉系幹細胞の増殖制御に関わるサイト

カイン、成長因子の同定 

 間葉系幹細胞に発現が観察されるサイト

カイン、増殖因子受容体のシグナルが実際に

間葉系幹細胞の増殖活性の賦活化に関連し

ているかの検討を行う。これまでに同定した

関節液中に存在するサイトカインを単独又

はコンビネーションで培地に添加し、滑膜由

来間葉系幹細胞の増殖活性の変化を MTT 

assay にて評価する。  

②間葉系幹細胞の増殖に関与する細胞内シ

グナル伝達経路の解析 

 PDGFR は細胞内領域に複数のリン酸化部位

と様々なシグナル伝達因子と結合する領域

を有しており、STAT, PI3K, JNK, PLC/PKC, 

Src, Ras/MAPK 等の活性化を行うことが知ら

れている。間葉系幹細胞の増殖活性を制御す

る細胞内シグナルの同定を行うことを目的

として、間葉系幹細胞における PDGF 依存性

の受容体細胞内領域の Tyrosine リン酸化部

位の特定（リン酸化抗体による FACS 解析）

をおこなう。更に細胞内シグナルの詳細な解

析を行うため、上記の細胞内リン酸化酵素に

対する阻害剤による増殖抑制効果の検討を

行う。これら阻害剤の、細胞増殖に及ぼす効

果に関しては、MTT Assay を用いて行う。 

(2) 滑膜由来間葉系幹細胞の可塑性（多分化

能）の維持（獲得）に関わるシグナル経路の

解析 

 採取した膝滑膜から出来るだけ多くの間

葉系幹細胞を得ることは、幹細胞移植による

関節軟骨、半月板再生医療の成否を決定する

重要な項目の一つである。これまでの予備的

検討では、in vitro における滑膜細胞の培養

の過程で、膝滑膜の niche 中に存在する幹細

胞画分が増殖するだけでなく、滑膜細胞の可

塑性（多分化能）の再獲得を誘導している可

能性も示唆された。この仮説を検証するため、

本研究項目では、滑膜より単離した細胞のよ

り詳細な細胞系譜の解析を表面抗原解析の

手法を用いて行う。 

 

４．研究成果 

(1) 滑膜由来間葉系幹細胞の増殖を制御す

るシグナル経路の解析 

①間葉系幹細胞の増殖制御に関わるサイト

カイン、成長因子の同定 

 関節液中に存在するサイトカインの中で

滑膜由来間葉系幹細胞の増殖活性を活性化

するものとして、PDGF 以外に TNFa 及び IL1b

を同定した。 

②間葉系幹細胞の増殖に関与する細胞内シ

グナル伝達経路の解析 

 PDGF による間葉系幹細胞の増殖の細胞内

シグナル伝達経路の解析を行ったところ、

PDGF は、細胞内 PI3K、Erk1/2 のリン酸化を



促進することが明らかとなった。また、PLC

の活性化に重要な機能を有する CD140b の細

胞内ドメインのリン酸化も誘導することを

示した。MSCs の軟骨分化能に対する PDGF の

効果を検証するために、通常の分化培地（コ

ントロール）、PDGFAA(400ng/ml)添加群、

PDGFAA と LY294002(PI3K 阻害剤、4.2μM)添

加群、PDGFBB(12ng/ml)添加群、PDGFBB と

LY294002 を添加した群の 5 群を 21 日間ペレ

ット培養し、形成した軟骨塊の重量及び組織

評価を行った。骨・脂肪分化はコントロール

群と LY294002 を添加した群それぞれを 21日

間分化培地で培養し、alizarin red 染色、

oilred-o 染色により評価した。その結果、

形成した軟骨塊は PDGF 添加群で重量、大き

さとも増大した。PDGFAA と PDGFBB 添加群間

での有意な差は観察されなかった。LY294002

を添加した群における軟骨塊の形成は、コン

トロール及び PDGF 添加群に比して有意に抑

制された。MSC の骨分化能に関しても

LY294002 はノジュール形成を有意に抑制し

た。脂肪分化は LY294002 添加、非添加群間

に差を認めなかった。 

(2) 滑膜由来間葉系幹細胞の可塑性（多分化

能）の維持（獲得）に関わるシグナル経路の

解析 

 滑膜より調製した細胞集団は、培養前にお

いては表面抗原の発現パターンに大きな個

人差が存在しており、MSC 抗原(CD73/90/105)

を同時に発現しているのは全体の１％以下

であった。培養を経るに従って、MSC 抗原陽

性細胞は CD44(ヒアルロン酸受容体）陽性細

胞集団の中から生ずることが観察された。

MSC 抗原の中で、CD73 陽性細胞の増加は、培

養後 1日以内に観察され、さらにその集団の

中から CD90 及び 105 陽性細胞の集団が出現

した。 
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